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Abstract of FR2811083 

The invention concerns a non-thermosensitive liquid medium for analysing, purifying or separating 
species In a channel and comprising at least a polymer consisting of several polymeric segments. The 
invention is characterised in that said polymer is of the irregular block-copolymer or irregular comb-like 
polymer type and has on the average at least three junction points between polymeric segments of 
different chemical or topological nature. The invention also concerns methods for analysing, purifying or 
separating species using a non-thermosenstive separation medium. 
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MILIEU LIQUIDE NON-THERMOSENSIBLE POUR UANALYSE D'ESPECES AU SEIN D'UN CANAL. 

La pr6sente Invention a pour objet un milieu liqulde 
non-themiosensible pour I'analyse, la purification ou la se- 
paration d'esp^ces au seln d'un canal et comprenant au 
moins un polym6re compost de plusleurs segments poly- 
m^riques, caract6ris6 en ce que iedit polymgre est du type 
copolym6re-bloc irr6gulier ou polym6re en peigne irr6gulier 
et poss^de en moyenne au moins trois points de jonction 
^tablis entre des segments potymSriques de nature chimi- 
que ou topologique diffSrente. 

Elle a ^galement pour obJet des proc^d^s pour i'anaiy- 
se, la purification ou la separation d'esptees a i'aide d'un 
milieu de separation non-thermosenslble. 
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La prdsente invention conceme le domaine des techniques d'analyse. de 
separation et de purification d'especes, selon lesquelles il est n6cessaire de 
faire migrer ces espdces au sein d'un fluide appele « milieu de separation ». 

Elie vise plus particuiidrement d proposer un milieu de separation 
5 approprid d la separation d'espdces dans des canaux ou des capiilaires dont 
I'une des dimensions au moins est submillimetrique, et typiquement comprise 
entre 20 pm et 200 pm (appeies dans la suite microcanaux). II s'agit en 
particulier de methodes de separation ou d'analyse de macromoiecules 
biologiques par eiectrophordse capillaire, par chromatographie, ou par toute 

10 methode mise en jeu dans des microcanaux (eiectrophorese et 
chromatographie capiilaires, systemes microfluidiques, "laboratoires sur 
puces"). L'invention est particuli6rement utile dans le cas de reiectrophorese. 

Dans ce qui suit, on d6signera par "syst6me "microfluidique", tout 
systeme dans lequel des fluides et/ou des especes contenues dans un fluide 

15 sent mus au sein d'un canal ou d'un ensemble de canaux dont Tune des 
dimensions au moins est submillimetrique, et on designera par eiectrophorese 
capillaire (EC) les systemes microfluidiques dans lesquels le transport des 
especes s'effectue sous Taction d'un champ eiectrique. 

L'EC et les systemes microfluidiques permettent des separations plus 

20 rapides et plus resolutives que les methodes plus anciennes d*eiectrophorese 
sur gel, ne reclament pas de milieu anticonvectif, et leurs proprietes ont ete 
utilisees largement pour effectuer des separations d'ions en milieu liquide. A 
rheure actuelle. la grande majorite des separations de macromoiecules 
biologiques effectuees en EC ont recours e des solutions de polymeres 

25 hydrosolubles lineaires enchevetres presentant I'avantage de pouvoir 6tre 
remplacees aussi souvent que necessaire. 

De nombreux polymeres non reticules ont ete proposes comme milieux 
pour la separation d'esp6ces au sein d'un canal, en particulier dans le contexte 
de I'eiectrophorese capillaire. Le choix du meilleur polymere pour une 

30 application donnee depend de plusieurs parametres. Pour la separation 
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faire migrer ces espSces au sein d'un fluide appel6 « milieu de separation ». 

Elle vise plus particulidrement e proposer un milieu de separation 

5 approprie e la separation d'esp6ces dans des canaux ou des capillaires dont 
Tune des dimensions au moins est submil!im6trique, et typiquement comprise 
entre 20 pm et 200 pm (appel6s dans la suite microcanaux). II s'agit en 
particulier de m6thodes de separation ou d'analyse de macromoiecules 
biologiques par eiectrophor6se capillaire, par chromatographie, ou par toute 

10 methode mise en jeu dans des microcanaux (eiectrophorese et 
chromatographie capillaires, syst6mes microfluidiques. "laboratoires sur 
puces"). L'invention est particuli6rement utile dans le cas de reiectrophorese, 

Dans ce qui suit, on d6signera par "syst6me "microfluidique". tout 
systdme dans lequel des fluides et/ou des espfeces contenues dans un fluide 

15 sont mus au sein d'un canal ou d'un ensemble de canaux dont Tune des 
dimensions au moins est submillimetrique, et on designera par eiectrophorese 
capillaire (EC) les syst6mes microfluidiques dans lesquels le transport des 
espdces s'effectue sous Taction d'un champ eiectrique. 

L'EC et les syst6mes microfluidiques permettent des separations plus 

20 rapides et plus resolutives que les methodes plus anciennes d'eiectrophor6se 
sur gel, ne redament pas de milieu anticonvectif. et leurs proprietes ont ete 
utilisees largement pour effectuer des separations d'ions en milieu liquide. A 
rheure actuelle, la grande majorite des separations de macromoiecules 
biologiques effectu6es en EC ont recours e des solutions de polymeres 

25 hydrosolubles lineaires enchevetres presentant Tavantage de pouvoir etre 
remplacees aussi souvent que necessaire. 

De nombreux polymeres non reticules ont ete proposes comme milieux 
pour la separation d'especes au sein d'un canal, en particulier dans le contexte 
de I'eiectrophorese capillaire. Le choix du meilleur polymere pour une 

30 application donn6e depend de plusieurs parametres. Pour la separation 



2 



2811083 



d'analytes en fonction de leurs tallies par exemple, il faut que le milieu presente 
aux analytes des obstacles topologiques sufTisamment r^sistants (Viovy et coll.. 
Electrophoresis. 1993, 14. 322). Ceci implique que le milieu de separation soit 
fortement enchevStre, et done assez visqueux. II faut dgalement que les 

s polymdres presents dans le milieu de separation ne presentent pas 
d'interaction attractives avec les analytes. En effet. ce type d'interactions donne 
lieu ^ un retardement de certains analytes, et d une dispersion suppldmentaire 
(H. Zhou et coll. HPCE 2000, Saarbrucken. 20-24/2/2000). AinsI, il est bien 
connu que pour le sSquengage de I'ADN, ou pour la separation de proteines, 

10 on obtlent de moins bons rdsultats quand la matrice presente un caractere plus 
hydrophobe. 

II a egalement ete propose dans la lltterature d'utitiser en tant que milieu 
de separation des copolymeres. Dans Menchen, WO 94/07133, il est propose 
d'utiliser comme milieu de separation en eiectrophorese capillaire, des milieux 

15 comportant des copolymeres de type copolymere bloc dits r6gullers car 
presentant des segments hydrophiles d'une longueur seiectionnee et 
essentiellement uniforme et une pluralite de segments hydrophobes 
regullerement espaces, e une concentration superieure d la concentration de 
recouvrement entre polymeres. Ces milieux presentent I'avantage d'etre 

20 rheofluidifiants, c'est e dire qu'ils peuvent etre introduits dans un capillaire sous 
forte pression, tout en presentant en Tabsence de pression exterieure des 
obstacles topologiques solides. Malheureusement, les milieux utilisables selon 
ce principe sont difficiles e synthetiser, ce qui les rend coQteux et limite le type 
de structures qui peut etre envisage. Egalement, ces polymeres sont 

25 relativement hydrophobes, et leurs performances pour le sequengage de I'ADN 
par exemple, sont modestes. 

II a egalement ete propose d'utiliser en tant que milieu de separation des 
milieux thermosensibles, dont la viscosite varie fortement au cours d'une 
elevation de temperature. Ce type de milieu a pour avantage de permettre 

30 r injection dudit milieu dans le capillaire e une premiere temperature dans un 
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etat de faible viscosity, et la separation d une seconde temperature dans un 
6tat de plus forte viscositd prdsentant de bonnes perfonmances de separation, 
comme cela est couramment effectud en eiectrophorese en gel, en particulier 
avec Tagarose. Dans les demandes WO 94/10561 et WO 95/30782 sont 
5 notamment proposes des milieux permettant une injection plus facile par 
elevation de la temperature. En fait, sont essentiellement decrits dans ces 
demandes de brevet des microgels capables de diminuer de volume d haute 
temperature (conduisant ainsi e une solution diluee de partlcules discontinues 
de faible viscosite) et de se gonfler d basse temperature jusqu'd occuper 

10 entierement le canal de separation (conferant ainsi au milieu un caractere 
geiifie et de bonnes proprietes de separation). La demande WO 98/10274 
propose pour sa part un milieu de separation moieculaire comportant au moins 
un type de copolym6res blocs qui est en solution e une premiere temperature 
et dans un etat de type gel d une seconde temperature. Les milieux decrits 

15 comprennent des polymeres triblocs de faibles masses moieculaires 
(typiquement inferieures e 20 000), de la famille polyoxyethyl6ne- 
polyoxypropyl6ne-polyoxyethyl6ne (POE-POP-POE) et plus specifiquement 
encore le (POE99-POP89-POE99, oD les indices representent les nombres de 
monomeres de chaque bloc) (nom commercial « Pluronic F127 »). A basse 

20 temperature, les deux segments ROE en extremite des systemes triblocs sont 
hydrosolubles, et etant donnee la faible masse moieculaire du copolymere, les 
solutions sont relativement peu visqueuses jusqu'e une concentration 6lev6e. 
En eievant la temperature aux alentours de 15-25''C, le segment central POP 
central devient plus hydrophobe, et ces polymeres s'associent pour constltuer 

25 un etat de type gel, Toutefois, ce mecanisme presente pour I'eiectrophorese 
plusieurs inconvenients. D'une part, il ne donne lieu e un etat gel doue de 
bonnes proprietes de separation eiectrophoretique qu'd des concentrations en 
polymere importantes, superieures e 15 g/100ml voire e 20g/100ml, ce qui 
conduit e une forte friction et e des temps de migration longs. Par ailleurs, la 

30 dependance des proprietes en fonction de la vitesse de changement de 
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temperature rend la reproductibilite des resultats alSatoire. Enfin, pour 
beaucoup d'applications et dans beaucoup d'appareils, il est peu commode, 
voire impossible, de changer la temperature entre la phase de remplissage du 
canal et la phase de separation. 
5 Dans Madabhushi, US 5, 552 028, WO 95/16910, WO 95/16911 11 est 

egalement propose d'utiliser des milieux de separation comportant un milieu 
tamisant et un composant d'interaction de surface constitue par un polymere e 
proprietes d'adsorption aux parois, de masse moieculaire comprise entre 5 000 
et 1 000 000, du type polymere d'acrylamide disubstitue. Ces matrices, et plus 

10 particulierement le polydimethylacrylamide (PDMA) penmettent de reduire 
reiectroosmose et conduisent pour certaines applications, comma le 
sequen9age, e de bonnes proprietes de separation. Cependant, elles sont 
relativement hydrophobes, ce qui limite leurs performances pour certaines 
applications comme le sequengage de TADN, et est encore plus nefaste pour 

15 d'autres applications comme la separation de proteines. Par ailleurs, elles 
conduisent e des separations lentes. 

En consequence, malgre un grand nombre d'etudes et de systemes 
proposes, on ne dispose pas e ce jour pour toutes les applications evoquees ci- 
dessus, d'un milieu qui soit optimal e la fois sur les differents aspects de coOt, 

20 de performances de separation, de reduction des interactions avec les parois et 
de commodite d'utilisation. 

La presente invention a precisement pour objet de proposer Tutilisation 
d'une famille de polymeres particulierement avantageuse e titre de milieu de 
25 separation liquide non thermosensible pour la separation, I'analyse ou la 
purification d'especes dans des canaux. 

Plus particulierement, la presente invention a pour objet un milieu liquide 
non-thermosensible pour I'analyse, la purification ou la separation d'especes au 
30 sein d'un canal et comprenant au moins un polymere compose de plusieurs 
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segments polym6riques, caracterise en ce que ledit polynndre est du type 
copolymdre-bloc irrdgulier ou polymdre en peigne irr^gulier et poss§de en 
moyenne au moins trois points de jonction 6tablis entre des segments 
polymdriques de nature chimique ou topologlque dlffdrente. 

5 

Au sens de ('invention, on entend d6signer par "polymdre" un produit 
constitud par un ensemble de macromoldcules et caractdrise par certaines 
propri§tds tetles que masse moldculaire, polymoldcularitd. composition 
chimique et microstnjcture. La polymol6cularitd caracterise la distribution de 
10 masse moldculaire des macromoldcules, au sens de la moyenne en masse 
familidre aux hommes de Tart. Par microstaicture, on entend la fa?on dont sont 
agenc6s au sein des macromol6cules les monomeres entrant dans leur 
composition chimique. 

15 Selon rinvention, on entend par liquide et par opposition d un gel, tout 

milieu condense capable d'ecoulement, qu'il sort Newtonien ou viscodlastique. 
Le milieu liquide selon I'invention est non-thermosensible, c'est ^ dire qu'il ne 
prdsente pas, entre sa temperature de solidification plus 10 "C, et sa 
temperature d'ebullition moins 10*'C, de changement brusque de sa viscositd. 

20 On entend par changement baisque, une variation de Tordre d"un facteur 2 ou 
plus, sur une gamme de temperature de 20^0 ou moins. 

Au sens de I'invention, on entend couvrir sous ['expression separation, 
toute methode visant d separer, purifier, identifier ou analyser, T ensemble ou 
25 certaines des espdces contenues dans un echantillon. Le liquide est dans ce 
cas appeie "milieu de separation", et est traverse par les especes d separer ou 
au moins certaines d'entre elles au cours du processus de separation. 

On entend designer sous le terme "esp6ces" de manl6re generate des 
30 particules, organelles ou cellules, des molecules ou macromoiecules, et en 
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particulier des macromol^cules biologiques comme les acides nucl^iques 
(ADN, ARN, oligonucleotides), les analogues d'acides nucldlques obtenus par 
synthase ou modification chimique, les protdlnes, les polypeptides, les 
glycopeptides et les polysaccharides. Dans les m^thodes analytiques, lesdites 
5 esp6ces sont connmunement appeldes " analytes 

L' invention est particuli^rement avantageuse dans le cas de methodes 
de separation electrocinetiques. 

On entend couvrir sous T expression separation eiectrocinetique, toute 
methode visant d separer I' ensemble ou certaines des espdces contenues 

10 dans un melange, en les faisant migrer au sein d'un milieu sous I'action d'un 
champ eiectrique, que le champ exerce son action motrice sur les analytes de 
fagon directe ou indirecte, par exemple par Tintermediaire d'un deplacement du 
milieu lui-mSme, comme dans reiectrochromatographie, ou d*un deplacement 
d'especes annexes telles que des micelles, dans le cas de 

15 reiectrochromatographie micellaire, ou par n'importe quelle combinalson 
d'actions directes et indirectes. Sera egalement consideree comme une 
methode de separation eiectroctnetique selon r invention toute methode de 
separation dans laquelle la dite action du champ eiectrique est combinee e une 
autre action motrice d'origine non-eiectrique, Sont de ce fait appelees 

20 « eiectrocinetiques », les methodes d'eiectrophorese capillaire ou 
d'eiectrophorese sur "chips". 

De fagon avantageuse, en particulier dans le cas de separations 
eiectrocinetlque, le liquide sera constitue par un electrolyte. 

Au sens de 1' invention, on entend designer par electrolyte, un liquide 

25 capable de conduire les ions. Dans le cas le plus courant, ce milieu est un 
milieu aqueux tamponne, comme les tampons e base de phosphate, de 
tris(hydroxymethyl)aminomethane (TRIS), de borate, de N- 
tris(hydroxymethyl)methyl-3-aminopropane sulfonic acid (TAPS), d'histidine, de 
lysine, etc... De nombreux exemples de tampons utilisables en eiectrophorese 

30 sont connus de Thomme de Tart, et un certain nombre d'entre eux sont decrits 
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par exemple dans * Sambrook et coll., * Molecular Cloning: a laboratory 
manual". Cold Spring Harbor Lab, New York, 1989. Cependant. tous types 
d'6lectrolyte peuvent Stre utillsds dans le cadre de I'lnvention notamment les 
solvants hydroorganiques connme d titre d'exemple les m6langes eau- 

5 ac6tonitrile, eau-fonmamide ou eau-ur6e, les solvants organiques polalres tels 
que, encore d titre d'exemple, la N-methylformamlde, Les electrolytes dits 
"tampons de s6quen5age", constituds par un tampon aqueux d pH alcalin 
additlonne d'une pnDportion notable d'urde et/ou de formamlde s'av6rent 
particulidrement utiles dans le cadre de llnvention. 

10 On entend d6signer par "canal" tout volume d6limit6 par une ou 

plusieurs parois solldes, pr6sentant au moins deux orifices et destine a contenir 
ou d dtre traversd par un fluide. 

L'invention est particulierement avantageuse dans les systdmes 
comportant au moins un canal dont une dimension au moins est de dimension 

15 submilllmetrique. tels que les systdmes de separation 6lectrocin6tique en 
capillaire, les systSmes microfluidiques, et plus g6n6ralement les systdmes 
pour la separation d*espdces employant des microcanaux. 

Selon une variante prlvil6gl6e, l'invention vise Tutillsation en tant que 
20 milieu de separation liquide, d'une solution contenant des polymdres pr6sentant 
en moyenne au moins quatre points de jonction, de prfeference un nombre de 
points de jonction compris entre 4 et 100, et plus pr6f6rentiellement un nombre 
de points de jonction compris entre 4 et 40. 

Par point de jonction, on entend un point reliant soit deux segments 
25 polym6riques de nature chimique significativement diff6rente, comma dans le 
cas d'un copolym6re-bloc, soit un point de r6ticulation entre un nombre de 
segments polym6riques. de nature chimique identique ou diffdrente, sup6rieur 
d deux, comme dans les polymdres en peigne. A titre d'exemple, un polymere 
en peigne comportant trois branches Iat6rales comporte trois points de Jonction 
30 et sept segments polymeriques distincts. De mSme. un copolym§re-bloc 
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s6quenc6 de type A-B-A-B comporte trois points de jonclion et quatre 
segments polym6riques distincts. 

Au titre de I'invention, on entend designer par "segment polym6rique" ou 
"segment" un ensemble de monomdres li^s entre eux de fagon covalente et 

5 Iin6aire. et appartenant d un type donn6 de composition cliimlque, c'est d dire 
pr6sentant globalement des propri6t6s physicochimiques sp6cifiques. en 
partlculier en ce qui conceme la solvatation et/ou I'lnteraction avec une parol 
soiide. Un exempie de segment polym6rique au sens de I'invention est donn6 
par I'enchatnement au sein d'un copolymfere, de monomferes tous identiques 

10 (segment homopolymfere), ou un copolymere ne pr6sentant pas de correlation 
de composition significative sur des distances de plus de quelques monomdres 
(segment de type copolymSre statistique). Le polymfere seion i'invention est 
compose de plusieurs segments polym6riques dits distincts. Sont distincts au 
sens de I'invention deux segments polym6riques se di1T6renciant par leur 

15 nature chimique et/ou leur topologle, c'est-&-dlre la distribution spatiaie des 
segments fun par rapport d I' autre, par exempie squelette par opposition ^ 
branche lat^rale. 

Selon une premiere variante privH6gl6e. les polym6res selon I'invention 
sont du type copolymfere-bloc irreguller. 

20 Au sens de I'invention. on entend designer par copolym6re-bloc. un 

copolymere constitue de plusieurs segments polymeriques relies entre eux de 
fagon covalente. et appartenant e au moins deux types differents de 
composition chimique. Alnsi. deux segments polymeriques adjacents au sein 
d'un copolymere-bloc lineaire sont necessalrement de nature chimique 

25 significativement differente. Le copolymere-bloc se definit par le fait que chacun 
des segments comporte un nombre sufflsant de monomeres pour presenter au 
sein du milieu de separation des proprietes physicochimiques et en particulier 
de solvatation. comparables e ceiles d'un homopolym6re de mSme composition 
et de meme taiiie. II s'oppose au copolymere statistique. dans lequel les 

30 differents types de monomeres se succedent de fagon essentiellement 
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statistique. et confdrent localement d la chaTne des propri6t6s globales, 
diff6rentes de celles des homopolym^res de chacune des especes en question. 
La taille des segments homopolymdres n^cessaires pour obtenir ce caract6re 
bloc peut varier en fonction des types de monomdres et de I'Slectrolyte, mais 

5 elle est typiquement de quelques dizaines d'atomes le long du squelette dudit 
segment. II est d noter qu'on peut constituer un copolym6re bloc au sens de 
rinvention, dans lequel partie ou totalit6 des segments sont eux-mSmes 
constitu6s par un copolymdre de type statistique, dans la mesure oCi on peut 
distinguer au sein dudit copolymdre bloc des segments polym6riques de taille 

10 et de dlff6rence de composition chimique suffisantes pour donner lieu d'un 
segment d I'autre d une variation significative des propriet6s physicochimiques 
et en partlculier de solvatation. En particulier, pour §tre consid6r6e comme 
"segment polym6rique" au sens de llnvention. une portion de polymdre doit 
comporter le long de son squelette au moins 10 atomes. 

15 Selon un mode privilegie de cette variante, le polymere selon invention 

est du type copolymere bloc sequence irrdgulier. 

Au sens de I'invention, on entend par "copolymdre bloc s6quenc6" un 
copolymere bloc compos6 de segments polym6riques appartenant d au moins 
deux types chimiques distincts s'enchaTnant de fagon Iin6aire. 

20 Selon une seconde variante privil6gi6e, le polymere selon rinvention est 

du type polym6re en peigne irregulier. 

Au sens de rinvention, on entend ddsigner par "polym6re en peigne", un 
polym6re pr6sentant un squelette lineaire d'une certaine nature chimique, et 
des segments polym6riques appel6s "branches Iat6rales", d'une nature 

25 chimique identique ou diff6rente, 6galement Iin6aires mais significativement 
plus courts que le squelette, attachds de fagon covalente audit squelette par 
une de leurs extr6mites. Dans un polymere en peigne, les segments 
polymeriques constituant le squelette et ceux constituent les branches Iat6rales 
different par leur nature topologique. Si les segments polym6riques constituant 

30 les branches laterales du polymere en peigne et ceux constituant son squelette 
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different dgalement par leur nature chimique, le polymdre prdsente d la fois la 
caractdristique de "polymdre en peigne" et celle de "copolym6re-bloc". De tels 
polymdres, qu'on appelle "copolymdres en peigne", constituent un sous- 
ensemble des polym6res en peigne et peuvent bien sQr Stre utilises dans le 
5 cadre de Tinvention. 

On peut bien entendu envisager T utilisation conjointe dans un milieu 
conforme a invention de copolym6re(s) bloc et polym6re(s) en peigne. 

Le nombre de segments polymeriques d'un type chimique ou 
10 topologique donn6 et presents dans les polym6res selon I' Invention s'entendent 
en valeur moyenne, 6tant entendu qu'il s'agit toujours d'une population d'un 
grand nombre de molecules, pr6sentant dans lesdits nombres une certalne 
polydispersitS. 

Dans la pr§sente description et sauf mention contraire, toutes les 
15 masses mol^culalres, ainsi que toutes les moyennes sur des ensembles de 
chaTnes ou sur des ensembles de segments polym6riques, comme la masse 
mol6culaire moyenne, ou le nombre nroyen d'atomes le long du squelette, le 
nombre de points de jonction, ou encore le nombre moyen de greffons dans le 
cas d'un polym§re en peigne, s'entendent comme des moyennes en masse au 
20 sens habituel de la physique des polymdres. 

L' ensemble des polym6res consid6res selon Tinventlon. d savoir 
copolymeres blocs ou polymdres en peigne, pr6sentent 6galement la 
caract6ristique avantageuse d'Stre de type irr6gulier, c'est d dire que 
Tensemble des segments d'au moins un type de nature chimique ou 
25 topologique entrant dans leur composition pr^sentent une polymol6cularit6 d'au 
moins 1,5, et de pr§f6rence supdrieure d 1,8. 

La polymol6cularit6 d'un type de segments polym6riques entrant dans la 
composition d'un polymere selon Tinvention, s'entend comme la valeur 
moyenne de la masse moleculaire desdits segments, prise sur I'ensemble des 
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segments de ce type entrant dans la composition dudit polymdre (moyenne en 
masse au sens habituel de la physicochimie des polymdres), 

Une variante privil6gi6e de polym6re en peigne irr6gulier, consiste d 
presenter une polymol6cularit6 des branches Iat6rales d'au moins 1,5, et de 
5 preference sup6rieure d 1 ,8. 

Une autre variante privil6gi6e de polym6re en peigne in-6gulier consiste 
d presenter une polymol6cularite des segments du squelette comprls entre 
deux branches Iat6rales d'au moins 1 ,5, et de preference sup6rieure ^ 1 ,8, 

Dans un autre mode de realisation preferentiel, les segments de chacun 
10 des types de nature chimique ou topologique entrant dans la composition des 
polym6res selon Tinvention, pr6sentent une polymol6cularite d'au moins 1,5, et 
de preference superieure ^ 1 .8. 

Selon un mode de mise en oeuvre privil6gie, la polymol6cularit6 des 
polymeres selon invention est superieure e 1.5, et de preference superieure e 
15 1,8. 

La longueur et le nombre des segments polymeriques distincts presents 
dans les polymdres en peigne ou les copolym6res mis en oeuvre au sein des 
milieux selon I'invention, ainsi que leur nature chimique. peuvent verier 
significativement dans le cadre de I'invention, et on peut ainsi faire verier 

20 grandement les propriet6s desdits milieux selon I'application desiree. comme H 
sera montre plus predsement e r expose des exemples de mise en oeuvre. 

Selon un mode de mise oeuvre priviiegie, les polymeres selon I'invention 
ont une masse moieculaire (moyenne en masse) superieure ^ 50 000, de 
preference superieure d 300 000, de preference encore superieure ^ 

25 1 000 000. et plus encore superieure & 3 000 000. 

Selon un mode de realisation priviiegie, lesdits polymdres selon 
I'invention manifested au sein du milieu de separation une affinite significative 
pour les parois dudit canal. 
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Un mode particuli^rement privildgie consiste d presenter au sein du 
polym6re selon rinvention au moins un type de segments polym6riques 
manifestant, au sein du milieu de s6paration une affinitd sp6dfique avec la 
parol, et au moins un type de segments polymdriques pr6sentant dans ledit 
5 milieu moins ou pas d'afTinitd avec la parol. 

La presence de ce type de segments polym6riques permet au milieu 
selon rinvention de rSduire Tadsorption des especes aux parois du canal et/ou 
r^lectroosmose. 

En effet, un probleme pour toutes les m6thodes mettant en jeu des 

10 espdces au sein de canaux est ('adsorption des dites especes aux parois des 
dits canaux. Ce probl6me est parliculiSrement exacerb^ dans le cas de canaux 
de petites dimensions et de macromolecules biologiques, ces demidres 6tant 
souvent amphiphiles. Ce ph6nom6ne d'adsorption aux parois d'espdces 
contenues dans r§chantillon ou le fluide a pour cons6quence de retarder 

15 certains analytes et de order une dispersion suppl6mentalre. et done une perte 
de resolution, dans le cas des nn6thodes analytiques. Cette adsorption peut 
6galement donner lieu d une contamination des parois du canal, susceptible 
d'affecter les fluides qu'on souhaite introduire dans ce dernier par la suite. 

Une autre limitation, qui conceme plus partlculi6rement les methodes de 

20 separation electrocin6tiques, est l'6lectroosmose, un mouvement d'ensemble 
du milieu de separation dO d la presence de charges sur les parois du capillaire 
ou du canal. Ce mouvement etant souvent variable dans le temps et non- 
uniforme, 11 nuit ^ la reproductibilite des mesures et d la resolution. II est dQ aux 
charges qui peuvent 6tre presentes e la surface du capillaire du fait de sa 

25 structure chimique, mais peut egalement Stre cree ou augmente par 
Tadsorption sur la parol d'especes chargees initialement contenues dans les 
echantillons e separer, et en particulier de proteines. 

Les polymeres selon invention du type possedant au moins un type de 
segments polym6riques manifestant au sein du milieu de separation une 

30 affinite specifique avec la parol, possedent de par la presence d'une pluralite de 
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segments de ce type, et de par la masse moleculaire moyenne relativement 
6lev6e desdits segments, une grande 6nergie d' adsorption, et done reduisent 
durablement I'dlectroosmose. Par ailleurs, les polymdres selon I'invention 
comportant en outre dans leur stmcture des segments polym6riques pr6sentant 

5 dans ledit milieu moins ou pas d'afflnltd avec la paroi, 6vltent un caractdre trop 
hydrophobe n6faste pour la resolution, et peuvent repousser plus efficacement 
les analytes des parols. 

Typiquement. des types de segments polym6riques ne pr6sentant pas 
d'affinitd avec la parol sont constitu6s de polymere bien solubles dans le milieu 

10 de s6paration. Toutefols, il peut exister des polymdres solubles dans le dit 
milieu, et pr6sentant n6anmoins dans celui-ci une affmitd particulidre pour une 
parol. Dans le cas ou le milieu de separation est une solution aqueuse, des 
segments sans affinitS avec la parol sont typiquement des segments tr6s 
hydrophiles. En revanche, des segments avec affinit6 sont peu hydrophiles 

15 voire hydrophobes. Bien entendu, d'autres types d'afflnitd plus sp6cifiques 
peuvent fitre utilis6s, selon la nature de la paroi et celle du milieu de 
separation. 

Des copolym^res optimis6s pour la mise en oeuvre de Tlnvention sont 
notamment ceux dans lesquels Tensemble des segments presentant une 
20 affinit6 sp6cifique avec la paroi repr6sente entre 2 et 25 % en masse, de 
pr6f6rence entre 5 et 15 % de la masse molaire totale moyenne desdits 
copolymdres, ou entre 3 et 20 % et de preference entre 5 et 10 % de la 
composition totale des copolymftres en nombre de moles de monomdres. 

A titre illustratif des differentes stmctures susceptibles d'etre adopt6es 
25 par le copolym6re selon I'lnvention, on peut tout particulidrement citer celles oCi 
tout ou partie dudit copolymdre se prdsente : 

- sous la fonme de copolymdres blocs s6quenc6s Irreguliers. Dans ce 
cas, une variante privll6gi6e consiste d alterner le long du polym6re des 
segments pr6sentant une affinit6 sp6cifique avec la paroi. et des segments 
30 pr6sentant une affinit6 moindre ou nulle pour la paroi ; 
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- SOUS la forme de copolym6res en peigne inrdguliers. Dans ce cas, une 
variante privil6gi6e est caract6ris6e en ce que les dits polym6res se pr6sentent 
sous la fonne de polymdres en peigne dont le squelette est constitue par 
plusleurs segments polym6riques presentant une affinltd sp6cifique avec la 

5 parol, et dont les branches Iat6rales sont constitu6es de segments 
polym6riques prdsentant une affinit6 moindre ou nulle pour la parol, ou de 
polym6res en peigne dont les branches Iat6rales sont constitutes par des 
segments polymeriques prdsentant une affinitS sp6cifique pour la parol, et dont 
le squelette est constitu6 par des segments polymdriques pr6sentant une 

10 affinity moindre ou nulle pour la parol. 

Selon un mode pr6f6r6 de 1' invention, I'ensemble des segments 
polymeriques d'un type donnd de nature chimique ou topologique possddent en 
moyenne le long de leur squelette, un nombre d'atomes sup6rieur ^ 75, et de 
15 pr§f6rence encore sup6rieur d 210, ou prdsentent une masse mol6culaire 
supdrieure d 2500, et de preference supdrieure d 4500. 

Selon un mode encore plus privil6gi6. les diff6rents types de segments 
pr6sentent le long de leur squelette, un nombre moyen d'atomes sup§rieur a 
20 75, et de preference encore sup6rieur a 210, ou pr6sentent une masse 
moieculaire superieure d 1500, et de preference superieure e 4500. 

Selon un mode de mise en oeuvre priviiegie, le milieu de separation est 
constitue d'un liquide dans lequel au moins un polym6re conforme e Tinvention 
25 est dissous a raison de 0,1 e 20% et de preference de 1 a 6% en poids. 

II est particulierement interessant pour la mise en oeuvre de Tinvention 
d'utiliser des copolymeres blocs ou des homopolymeres en peigne dont au 
moins un des types de segments est constitue d'un polymere choisi panmi les 
30 polyethers, polyesters comme I'acide polyglycolique, les homopolymeres et 
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copolymdres statistiques solubles du type polyoxyalkyldne comme le 
polyoxypropyi^ne, polyoxybutyl6ne, polyoxy6thyl6ne. ies polysaccharides, 
ralcool polyvinylique. la polyvinylpirrolldone, Ies polyurdthanes, Ies polyamides, 
Ies polysulfonamides, Ies polysulfoxydes, la polyoxazoline, le 
polystyr6nesulfonate, Ies polymdres et copolymdres d'acrylamides, de 
m6thacrylamides etd'allyles, substituSs ou non. 

A titre repr6sentatif des types de segments polym6riques prdsentant 
dans un milieu de s6paratlon aqueux peu ou pas d'affinit6 avec Ies parois. on 
peut tout particulidrement citer le polyacrylamlde et Tacide polyacryllque, le 
polyacryloylaminopropanol, Ies polymdres et copolymdres acryliques et 
allyliques hydrosolubles, le dextrane, le polyethylene glycol, Ies 
polysaccharides et divers d6riv6s de la cellulose tels que I'hydroxyethyl 
cellulose. la methylcellulose, I'hydroxypropylcellulose, 

rhydroxypnDpylmethylcellulose, ou encore la methylcellulose, I'alcool 
polyvinylique, Ies polyur6thanes, Ies polyamides, Ies polysulfonamldes, Ies 
polysulfoxydes, la polyoxazoline, le polystyrenesulfonate, ainsi que les 
polymeres porteurs de groupements hydroxyles, et tous les copolymferes 
statistiques des derives mentionnes ci-dessus. 

Bien entendu, d'autres segments polym§riques solubles dans le milieu 
de separation peuvent §tre utilises selon invention, en fonction de la nature 
dudit fluide et de celle des parois du canal, de I'application particuli6re et de la 
facilite e les introduire au sein d'un polymere bloc de stmcture souhaitee, 

A titre representatif des types de segments polymeriques, solubles ou 
non en solvants aqueux, et pouvant pr6sentant dans ceux-ci une affinite 
particuliere avec les parois, on peut citer le dimethylacrylamide, les acrylamides 
N-substitues par des fonctions alkyles, les acrylamides N,N disubstitues par 
des fonctions all<yles, I'allylglycidylether, les copolym6res des derives 
acryliques ci-dessus entre eux ou avec d'autres derives acryliques, les alcanes, 
les derives fluores, les silanes. les fluorosilanes. I'alcool polyvinylique, les 
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polymeres et copolymdres impliquant des ddrivds de Toxazoline, ainsi que les 
d'une maniere g^ndrale les polymeres prdsentant une combinaison de liaisons 
Carbone-Carbone, de fonctions ether-oxyde et de fonctions 6poxyde, ainsi que 
tous les copolymeres statlstiques de ces composes. 

De nombreux types de segments polym6riques peuvent Stre choisis pour 
constituer les segments polymdriques cxjnstituant un polymdre selon 
r invention, en fonctlon de I'^lectrolyte envisag6, parnni les types de polym6res 
connus de rhomme de Tart, en particulier parnni ceux solubles en milieu 
aqueux. II est ainsi possible de se reporter d Touvrage " Polymer Handbook " 
Brandrupt & Immergut, John Wiley, New York. 

Les polymeres selon I'invention peuvent Stre naturels ou synth6tlques. 
Selon une variante preferSe pour la variet6 et le contr6le qu'elle penmet au 
niveau de la microstructure, les polymSres selon I'invention sont des polymSres 
synth6tiques. 

Conviennent tout particuliSrement d invention : 

- les copolymdres du type copolymere en peigne dont le squelette est de 
type dextrane. acrylamide. acide acrylique, acryloylamino6thanol ou (N.N)- 
dimdthylacrylamide et au niveau duquel sont greff6s des segments Iat6raux de 
type acrylamide, acrylamide substitu6, (N,N)-dlmethylacrylamide (DMA), ou du 
type copolymere de DMA et d'allylglycidylether (AGE), ou encore 
d'homopolymdre ou de copolymere d'oxazoline ou de d6riv6s de Toxazoline ; 

- Les copolymSres non-thermosensibles du type copolymere bloc 
sequence irrdgulier et presentant le long de leur squelette une altemance de 
segments de type polyoxy6thyiene et de segments de type polyoxypropyl6ne, 
ou une alternance de segments de type polyoxy6thyl6ne et de segments de 
type polyoxybutylene ou plus g6n6ralement une altemance de segments de 
polyethylene et de segments de type polyether notablement plus hydrophobes 
que le polyoxyethyiene ; 
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- les copolym6res du type copolym6re bloc s6quenc6 irrSgulier et 
pr6sentant le long de leur squelette une altemance de segments de type 
acrylamlde, aclde acryllque, acryloylamlno6thanol ou dfm6thylacrylamlde d'une 
part, et de segments de type (N.N)-dlmethylacrylamlde (DMA), ou du type 
copolymdre de DMA et d'allylglycldylether (AGE), ou encore d'homopolymdre 
ou de copolymdre d'oxazollne ou de dSriv^s de Toxazoline : 

- les polymerBS du type polymdre en peigne irregulier dont le squelette 
est de type polym6re d'agarose, d'acrylamide, d'acrylamide substitu6. d'acide 
acrylique, d'acryloylamino6thanol, de dlm6thylacrylamide (DMA), 
d'allylglycldylether (AGE), de copolymdre statistlque de DMA et d'AGE, 
d'oxazollne de d§riv6s de I'oxazoline. de dextrane. de m6thylcellulose, 
d'hydroy6thylcellulose, de celluloses modlfi6es, de polysaccharides. d'6ther- 
oxydes, et au niveau duquel sont greff6s des segments Iat6raux de type 
polymfefB d'aganase. d'acrylamide. d'acrylamide substitu6. d'acide acrylique. 
d'acryloylamino6thanol. de dim6thylacrylamide (DMA), d'allylglycidylether 
(AGE), de copolym6re statistlque de DMA et d'AGE, d'oxazollne de d6riv6s de 
I'oxazoline, de dextrane, de m6thylcellulose. d'hydroy§thylcellulose. de 
celluloses modifl6es, de polysaccharides, d'6ther-oxydes ; 

- les copolym6res du type copolymere en peigne irr6guller dont le 
squelette est de type polym6re d'acrylamide, d'acrylamide substltud, d'acide 
acrylique, d'acryloylaminoethanol. de dim6thylacrylamlde (DMA), 
d'allylglycidylether (AGE), de copolymdre statistlque de DMA et d'AGE, 
d'oxazollne. de d6riv6s de I'oxazoline, de dextrane, d'agarose, de 
m6thylcellulose. d'hydroyethylcellulose, de celluloses modifi6es. de 
polysaccharides, d'dther-oxydes, et est porteur de segments Iat6raux 
hydrophobes d courtes chaTnes tela que des chaTnes alkyles, des d6rlv6s 
aromatiques, des fluoroalkyles. des silanes ou des fluorosilanes. 

II est 6galement ^ noter que dans la majorit6 des applications, il est 
pr6f6rable d'utillser un polym6re selon ('invention essentiellement neutre. II peut 
cependant Stre utile pour certaines applications, et en particulier pour 6viter 
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Tadsorption d'esp^ces pr6sentant ^ la fois des charges et des parties 
hydrophobes, de choisir un polym6re selon Tinvention d6lib6r6ment charg6, de 
preference d'une charge opposSe d celle desdites espdces. 

5 En ce qui conceme ia preparation des copolym6res mis en oeuvre selon 

rinvention, elle peut Stre effectu6e par toute technique conventlonnelle de 
polymerisation ou polycondensatlon. Le choix de la m6thode de preparation est 
g6n6ralement effectu6 en prenant en compte la structure d6siree pour le 
copolymere d savoir peigne ou Iin6alre et la nature chimique des diff6rents 

10 blocs le constituent. 

A titre representatif de ces variantes de preparation, on peut tout 
particulierement citer les proc6d6s selon tesquels lesdits copolymeres sont 
obtenus par : 

polycondensatlon, polymerisation ou copolym6risation. ionique 
15 ou radicalaire, de monom6res identiques ou diff6rents, de macromonon>6res 
identiques ou diff6rents, ou d'un melange de monom6res et de 
macromonomeres identiques ou differents ou 

par greffage de plusieurs segments polym6riques sur un 
squelette polym6rique lineaire ou ramifi6 de nature chimique identique ou 
20 differente. 

De maniere pr6f6ree, tout ou partie des copolymeres mis en ceuvre 
selon rinvention sont obtenus par 

-a: copolymerisation de monomeres et de macromonomeres comportant 
25 d I'une au moins de leurs extr6mit6s une fonction reactive, ou 

-b: copolymerisation de macromonomeres comportant au sein de leur 
structure au moins une fonction reactive. 

Au sens de ['invention, on entend par fonction reactive un groupement 
permettant e la molecule porteuse de ce groupement d'etre integr6e dans la 
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macromol6cule au cours de la r6action de copolymerisation sans interrompre la 
dite copolym6risation. 

A raide des rdgles et modes privil6gi6s 6nonc6s ci-dessus, rhomme de 
Tart est capable de pr6parer des copolymdres conformes d rinvention, en 
5 adaptant la stmcture, la nature et le mode de pr6paration desdits polymeres en 
fonction des propri6t6s de s6paration recherch6es pour une application ou une 
autre. 

La pr6sente invention a 6galement pour objet un proc6de de s6paration 
10 des especes contenues dans un 6chantillon, caract6ris6 par la mise en oeuvre 
des Stapes suivantes: 

a/ remplissage du canal d'un appareil de s6paration avec un milieu de 
separation selon I'invention, 
15 b/ introduction d une extremit6 dudit canal dudit 6chantillon contenant 

lesdites especes, 

d application d'un champ exteme destind a mouvoir certaines esp6ces 
contenues dans I'dchantiilon, notamment un champ electrique, et 

d/ recuperation ou detection du passage desdites esp6ces d un endroit 
20 le long du canal, distinct du point d'introduction de l'6chantillon. 

Dans une variante privll6gi6e, il n'est pas n6cessaire de proc6der d un 
changement de temp6rature entre la phase de remplissage du capillaire et 
celle de r analyse. 

25 En fonction des applications particuli6res. le milieu de separation peut 

contenir, outre les polymeres selon rinvention. d'autres 6l§ments, et en 
partlculier des composants interaglssant avec les espdces ou les parois, De 
nombreux elements de ce type sont connus de Thomme de Tart. 
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La pr6sente invention a 6galennent pour objet rutilisatlon tfun milieu de 
s6paration selon {'invention pour la s6paration, la purification, la filtration ou 
I'analyse d'espdces choisies parmi des espdces moldculaires ou 
macromol6culaires, et en particulier des macromol6cules biologiques comme 

5 les acides nucl6iques (ADN, ARN, oligonucl6otides), les analogues d'acides 
nucldiques obtenus par synthase ou modification chlmique, les prot6ines, les 
polypeptides, les glycopeptides et les polysaccharides, des molecules 
organiques. des macromoldcules synthdtiques ou des particules telles que des 
particules mindrales, de latex, des cellules ou des organelles. 

10 Dans le cas des m6thodes d"analyse par 6lectrophor6se, Tinvention est 

partlculierement utile pour le sSquengage de TADN, pour lequel elle pemiet 
d'obtenir des largeurs de bandes minlmales, Elle est egalement 
partlculierement favorable pour la s6paration de prot6ines, de prot6oglycanes, 
ou de cellules, pour lesquelles les probldmes d'adsorption sur la paroi sont 

15 particulidrement genants et particulidrement difficiles a rSsoudre. 

En ce qui concerne les appareils, le milieu revendiqu6 est 
particulidrement avantageux pour les systemes microfluidiques, car il permet d 
travers le choix optimal des diff6rents types de blocs au sein des polym6res, de 
combiner des blocs presentant une bonne affinity pour la surface du canal pour 

20 robtention d'un traitement durable, et des blocs pr6sentant une bonne rdpulsion 
pour les esp6ces d s6parer, et ce quelles que soient lesdites especes et la 
nature chimique dudit canal. 

Les milieux selon I'lnvention et les m6thodes de s6paration mettant en 
jeu ces milieux sont particulidrement avantageux pour les applications de 

25 diagnostic, de genotypage, et de criblage d haut d6bit, de controle de quality, 
ou pour la detection de pr6sence d'organismes g6n6tiquement modifies dans 
un produit. 

En fait, les polymdres composant le milieu de s6paration considere dans 
30 le cadre de la pr6sente Invention s'averent avantageux d plusieurs titres. 
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D'une part, leur capacit6 ^ pr6senter un caract6re de "polynn6re-bloc'* 
leur permet de combiner des propri6t6s appartenant d des polymdres de nature 
chimique differente, et qu'on ne peut pas toujours rdunir dans un 
homopolymfere ou un copolymdre statistlque. lis permettent ainsi d'adapter 

5 plus souplement la nature chimique du milieu de separation, en fonction d'une 
part des esp6ces d s6parer, et d'autre part de la nature chimique des canaux 
dans laquelle la separation s'effectue. lis sont ainsi partlculierement 
avantageux aussi bien dans les applications utilisant des canaux constitu6s de 
polymSres ou d'6lastom6res tels que le PDMS (polydimethylsiloxane), le PMMA 

10 (polymethylmethacrylate), le polycarbonate, le poly6thyl6ne, le polypropylene, 
le polyethylene terephtalate, le polyimlde, ou de matdriaux inorganiques tels 
que le verre, les c6ramiques, le silicium, Tacier inoxydable, le titane, que dans 
des applications plus traditlonnelles utilisant des canaux dont les parois sont 
constitutes de silice fondue. 

15 Par rapport aux copolymeres-blocs de Tart anterieur, les polymdres selon 

rinvention pr6sentent 6galement des performances sup6rieures en terme 
de resolution, vraisemblablement liees e leur caractere Irr6guller. c'est-e-dire e 
la polymoiecularite des segments polymeriques entrant dans les polymeres 
selon rinvention, Cette caracteristique est partlculierement surprenante, dans la 

20 mesure oCi Tensemble des copolymeres-blocs utilises dans Tart anterieur met 
deiiberement en jeu des copolymeres presentant des segments r6gulierement 
espaces et/ou d'une longueur s6lectionnee et essentiellement uniforme (c'est a 
dire une polymoiecularite faible). Cette polymoiecularite des segments, dans 
les polymeres selon I'invention pr6sente egalement des avantages en termes 

25 de cout et de flexibilite dans la formulation, puisque des polymeres comportant 
de tels segments polymoieculaires sont non seulement plus perfonmants, mais 
aussi plus faciles e preparer. En particuMer, lis peuvent etre prepares e de 
fortes masses moieculaires. 

Dans les applications pour lesquelles une reduction de I'eiectroosmose 

30 ou de I'interaction d'especes avec la paroi est souhaitee, les polymeres selon 
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rinvention, de par la pr6sence dans leur structure d'un nombre important de 
segments polym6riques pr6sentant une afflnite significative avec la parol, 
possddent une grande 6nergie d' adsorption et peuvent done rdduire 
durablement l'6Iectroosmose et I'adsorption d'esp^ces. 

5 Enfin, it est en outre vraisemblable que la combinaison d'un squelette 

Iin6aire et d'une multiplicitd des points de jonction conf6re aux milieux de 
separation selon invention certaines des proprl6t6s des gels d l'6chelle locale, 
ce qui est b6n6fique en temies de performances de separation, tout en leur 
consen/ant d grande 6chelle, et en particulier en ce qui conceme les propridtds 

10 d'6coulement, des propri6t6s comparables d celles de polymferes linSaires. 

Les figures et exemples donnes ci-apr6s sont pr6sentes d titre illustratif 
et non limitatif de la presente invention. 

15 FIGURES : 

Figures 1 : Exemple de configuration sch6matique 1a: d'un copolymdre- 
bloc sequence inr6gulier; 1b: d'un polym6re en peigne irr6gulier; 1c: d'un 
copolymere en peigne irr6gulier Les traits gras correspondent e un type de 
20 nature chlmique, et les traits fins a un autre type de nature chimlque. 

Figure 2 : Electrophoregramme t6moin repr6sentant la separation du 
sizer 50-500 bp, Phamiacia biotech, obtenus d 50*C dans un apparell ABI 310 
(Perkin-Elmer), utilisant un capillaire non tralte et comme milieu de separation 
25 un tampon 100 mM Na TAPS. 2 mM EDTA, 7 M Uree, dans lequel est dissous 
5% d'un homopolymere commercial du type polyacrylamide (Masse moieculaire 
700 OOO-'1 000000): Les tallies d'ADN comespondant aux differents pics sont 
indiqu6es sur le diagramme, en nombre de bases. 
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Figure 3 : Electrophor6gramme t6moin repr6sentant une separation dans 
des conditions identiques d la figure 2, avec un milieu de separation 
commercial "P0P6" PE biosystems, Les tallies d'ADN correspondant aux 
diff6rents pics sont indiqu6es sur le diagramme, en nombre de bases. 

5 

Figure 4 : Electrophor6gramme repr6sentant une separation dans des 
conditions Identiques d la figure 2, avec un milieu de separation 100 mM Na 
TAPS, 2 mM EDTA, 7 M Uree. dans lequel est dissous 5% de copolym6re en 
peigne P(AM-PDMA)-2 d6crit dans Texemple 2. Les tallies d'ADN 
10 con-espondant aux differents pics sont indiquees sur le diagramme, en nombre 
de bases. 

Figure 5: Comparaison de la resolution calcuiee entre pics diff6rant 
d'une base d 500 bases, obtenus d SOX dans un appareil ABI 310 (Perkin- 
15 Elmer), utilisant comme milieu de separation 

a: un milieu de separation commercial "Pope" PE Biosystems. 
b; un tampon 50 mlVl Na TAPS, 2 mM EDTA. 7 M Uree, dans lequel est 
dissous 5% d'acrylamide lineaire (Masse moieculafre 700 000 - 1 000 000), 

c; le mSme tampon, dans lequel est dissous 5% de copolym6re-bloc 
20 irregulier selon I'lnvention P(AM-PDMA)-2 decrit dans I'exemple 2. 

EXEMPLE 1 : Preparation d'un macromonom6re de PDMA fonctionnalis6 
de masse moieculaire voisine de 10 000 en vue de la preparation de 
copolymere conformes e invention. 

25 

1 ) Polymerisation du PDMA 

La polymerisation radicalalre du N.N Dimethylacrylamide (DMA) est 
realisee dans Teau pure. Uamorceur est un couple redox dont I'oxydant est le 
persulfate de potassium. KjSjOe (KPS) et le reducteur est I'aminoethanethiol 
30 AET. HCI. La reaction d'amorgage est : 
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K2S2O8 + 2CI-, NHa^-CH^CH^-SH -> 2KHSO4 + 2Cr. HNa^-CHrCHj-S- 

UAET,HCI joue 6galement le rdle d'agent de transfert, ce qui permet de 

contrdler la longueur des chaTnes. 
Mode op6ratoire 

5 Dans un tricol de 500 ml surmont6 d'un r6frig6rant et 6quip6 d'un 

dispositif d'arriv§e d'azote, on introdult 0,18 Mole de DMA et 200 ml d'eau. le 
m6lange est alors agit6 et chauffe d 29*" C par un bain d'eau. On ddmanre le 
barbotage d'azote. Au bout de 45 minutes, on ajoute 0.61 g d'AET,HCI (0,0054 
mole) pr6alablement dissous dans 20 ml d'eau, puis 0,0018 mo\es de 

10 persulfate de potassium (KPS) dissous dans une quantit6 minimale d'eau. Le 
melange est maintenu sous agitation durant 3 heures. La solution est ensuite 
concentree puis lyophilis6e. 

Pour isoler le polym6re on r6alise une pr6cipitation selon la procedure 

suivante : 

15 Le solide obtenu est redlssout dans 100 ml de mdthanol, Le chlorhydrate 

present est neutralis6 par addition de 0,0054 mole de KOH (soit 0,30 g dissous 
dans environ 25 mi de mdthanol) incorporde goutte a goutte dans la solution. 
Le sel formd, KCI, pr6cipite et est extrait par filtration, Le filtrat ainsi recup6re 
est concentr6 puis vers6 goutte d goutte dans 4 litres d'6tlier. Le polym6re 

20 pr6cipite et est recup6re par filtration sur fritt6 n** 4. Le solide est ensuite seclie 
sous vide de pompe d palettes. Le rendement massique est de I'ordre de 50 %. 

Le protocole ci-dessus conduit d un polymere amin6 d§nomm6 
" PDMA " , et correspond d des rapports amorceur-monom6re Ro=0,03 et 
Ao=0,01 , oCi: 

25 Ro = [R-SH] / [NIPAM] et Ac = [KPS] / [NIPAM]. 

2) Modification du PDMA amin6. 

Les macromol6cules de PNIPAM synth6tis6es pr6sentent des fonctlons 
amines en bout de chaTnes, celles-ci provenant de Tamorceur amino6tlianethiol 
30 AET.HCI. 
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Par reaction de la fonction amine sur I'acide acrylique, on fixe une 
double liaison vinylique d TextrSmit^ de la chatne selon le sch^nna rdactionnel 
suivant : 

PDB^ — NH2 + CH2=CH ^ PDIIW\ — NH— C— CH=«CH2 

OH 

5 

Mode op^ratoire : 

Dans un b6cher de 100 ml, on introduit 50 ml de chloaire de m6thyldne, 
1.5 g d'acide acrylique (0,021 mole), 9 g de PDMA et 4,3 g de 
10 dicyclohexylcarbodiimlde (DCCI) (0,021 mole). 

Le milieu rSactionnel est agitd pendant une heure. L'acide acrylique 
etant en fort excds par rapport au PDMA (la quantit6 d'acide acrylique est 
environ vingt fois celle du PDMA), r ensemble des fonctions aminees a 6t6 
modifie. Le melange est ensuite flltr6 sur fritt6 n** 4 pour dliminer le pr6cipit6 
15 dicyclohexylurde, sous-produit resultant de la transformation du DCCI. La 
purification est effectude par precipitation dans Tdther 

On obtient ainsi un macromonomere PDMA porteur d'une fonction allyie 
en bout de chaTne, avec un rendement massique de I'ordre de 70%. 

La masse molaire moyenne et la polydispersit6 des macromonomeres 
20 ainsi pr6par6s, mesur^es par SEC (chromatographie d'exclusion st6rique), sont 
respectivement de I'ordre de 15 000 et 2. 

SXEMPm 2 ; 

Preparation d'un copolymere P(AM-PDMA)-2 ^ squelette acrylamide et 
25 greffons PDMA, de masse moleculaire 1500 kDalton. 



2811083 



26 

La copolym6risatjon du PDMA amin6 (0.4 g) et de I'acrylamide (2:8g) est 
realis6e pendant 4h dans 50 ml d'eau d temp6rature ambiante, avec un 
ddgazage 6nergique d I'argon. L'amorceur utilis6 est le couple redox persulfate 
d'ammonium ((NH4)2S208) (0,075% en mole de la quantltd de monom6res] - 

5 m^tabisulfite de sodium (NajSaOg) (0,0225% en mole de la quantit6 de 
monom6res). Le copolymdre resultant est purifi6 par precipitation dans 
rac6tone et s6chage sous vide. Sa masse moldculaire est de 1 500 KDalton, et 
sa polymol6cularit6 Mw/Mn de I'ordre de 2. Le taux d'Incorporation de 
macromonomSre, mesur6 par RMN du proton est de I'ordre de 6%, ce qui 

10 correspond d un nombre moyen de branches Iat6rales sur le squelette de 
I'ordre de 6. 

En raison du mode de polymerisation radicalaire utilise, les 
macromonomeres constituent les chaTnes Iat6rales sent Int6gr6s dans la 
chaTne polym6rique a des positions al6atoires d6temnln6es par le hasard des 
15 collisions entre molecules (distribution statistique). Ce mode de polymerisation 
conduit ^ une distribution des masses moieculaires des segments 
polymeriques du squelette compris entre deux branches laterales de fomne 
approximativement exponentielle, et done e des polymol6cularites desdits 
segments polymeriques du squelette largement superieures d 1 ,8. 

20 

EXEMPLE 3 

Proprietes de separation obtenues pour I'ADN simple-brin (sizer 50-500 
bp, Pharmacia biotech). k SO'C dans un appareil ABI 310 (Peridn-Elmer), dans 
un tampon 100 mM Na TAPS. 2 mM EDTA, 7 M Ur6e. dans diff6rents milieux 

25 de separation. On constate visuellement (Fig. 4), et plus quantitativement e 
travers les mesures de resolution (Fig. 5), que le milieu de separation selon 
[•Invention P(AM-PDMA)-2 am6liore la resolution par rapport au m§me 
squelette polymerique non porteur de branches laterales (PAM. fig. 2 et 5), 
mais egalement par rapport e un pnDduit commercial e base de PDMA Iln6aire 

30 (P0P6 Fig. 3 et 5). Le temps de separation est egalement reduit, ce qui est un 



2811083 



27 

avantage suppl6mentaire des milieux selon I'lnvention. II apparaTt done que. de 
fagon surprenante mais b6n6flque. ce polym^re selon IMnvention qui comporte 
une fraction importante d'acrylamide, et une fraction plus faible de PDMA, 
pr6sente de par la disposition particuliere des dites fractions et de la presence 
de points de jonction qui caract6risent {'invention, des propri6t6s sup6rieures d 
celles de chacun desdits composants sous forme d'homopolymfere. 
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RFVgNDiCATlONS 

1. Milieu liquide non-thermosensible pour I' analyse, la purification ou la 
separation d'esptees au sein d'un canal et comprenant au molns un polym6re 
compos6 de plusieurs segments polym6riques. caract6ris6 en ce que ledit 
polymdre est du type copolym6re-bloc Irr6gulier ou polymdre en pelgne 
irr6gulier et possSde en moyenne au moins trois points de jonction 6tablls entre 
des segments polym6riques de nature chimique ou topologlque diff6rente. 

2. Milieu selon la revendication 1. caract6ris6 en ce que I'ensemble des 
segments d'au moins un type de nature chimique ou topologlque entrant dans 
la composition dudit polymdre pr6sente une polymol6cularit6 d'au moins 1,5. 

3. Milieu seion la revendication 1 ou 2. caract6ris6 en ce que les 
segments de chacun des types de nature chimique ou topologlque entrant dans 
ia composition du polymdre, pr6sentent une polymol6cularlt6 d'au moins 1,5. 

4. Milieu selon la revendication 2 ou 3, caract6rls6 en ce que ladite 
poiymoldcularitd est sup^rieure d 1,8. 

5. Milieu selon I'une quelconque des revendications pr6c6dentes, 
caract6ris6 en ce que ledIt polym6re a une masse mol6culalre moyenne 
sup6rieure d 50 000. et de preference superieure d 300 000. 

6. Milieu selon I'une quelconque des revendications 1^5, caracteris6 en 
ce que ledIt polymfere manifeste une affinite sp6cifique pour les parols dudit 
canal. 

7. Milieu seion la revendication 6, caract6ris6 en ce que ledit polymere 
possdde au moins un type de segments poiymeriques manifestant au sein du 
milieu de separation une affinlte speclflque avec la paroi et au moins un type de 
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segments polym6riques pr6sentant dans ledit milieu moins ou pas d'affmitS 
avec la parol. 

8. Milieu selon la revendication 6 ou 7. caract6rts6 en ce que I'ensemble 
des segmente pr^sentant une affinit6 sp6cifique avec la parol repr6sente entre 
2 et 25 % en masse de la masse molalre totale moyenne dudit polymere. 

9. Milieu selon I' une des revendicatlons pr6c6dentes. caracteri56 en ce 
que I'ensemble des segments polym6riques d'au moins un type de nature 
chlmique ou topologlque possedent en moyenne un nombre d'atomes 
sup6rieur ^ 75, et de pr6f6rence sup6rleur d 210, ou prSsentent une masse 
mol6culalre supdrieure a 2500 et de pr6f6rence sup6rieure d 4500. 

10. Milieu selon I'une quelconque des revendicatlons pr6c6dentes, 
caract6ris6 en ce que les dlff6rents types de segments polym6rlques 
composant le dit polym6re possddent en moyenne un nombre moyen d'atomes 
sup6rieur ^ 75. et de pr6f6rence sup6rleur d 210. ou prSsentent une masse 
mol6culalre sup6rieure ^ 1500, etde pr6f6rence sup^rieure d 4500. 

11. Milieu selon I'une quelconque des revendicatlons pr6c§dentes. 
caract6ris6 en ce que le polymSre poss6de en moyenne un nombre de points 
de jonction compris entre 4 et 100. 

12. Milieu selon I'une quelconque des revendicatlons pr6c6dentes, 
caract6ris6 en ce que le polymere est un copolymSre bloc pr6sentant en 
moyenne au moins quatre segments polym^rlques. 

13. Milieu selon I'une quelconque des revendicatlons pr6c6dentes. 
caract6ris6 en ce que le polymdre est un polymdre en peigne pr6sentant en 
moyenne au moins deux chaTnes lat^rales. 
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14. Milieu selon I'une quelconque des revendications precddentes. 
caract6ris6 en ce que le polymSre comprend au moins un type de segment 
choisi parmi les poly6thers, polyesters comme I'aclde polyglycolique. les 
homopolym6res et copolymdres statistiques solubles du type polyoxyalkyl6ne 
comme le polyoxypropyldne, polyoxybutyl6ne, polyoxy6thyl6ne, les 
polysaccharides, I'alcool polyvinylique, la polyvinylpinolidone, les 
polyur6thanes, les polyamides, les polysulfonamldes, les polysulfoxydes, la 
polyoxazoline. le polystyrdnesulfonate, les polym6res et copolym6res 
d'acrylamides. de methacrylamides et d'allyles, substitute ou non, 

15. Milieu selon I'une quelconque des revendications pr6c6dentes, 
caract6ris6 en ce que ledit polymdre comprend au moins un polym6re choisi 
parmi : 

- les copolym6res du type copolymere en peigne dont le squelette est de 
type dextrane. acrylamide, acide acrylique, acryloylamino6thanol ou (N.N)- 
dimethylacrylamide et au niveau duquel sont greff6s des segments Iat6raux de 
type acrylamide, acrylamide substitu6, (N,N)-dimethylacrylamide (DMA), ou du 
type copolymere de DMA et d'allylglycidylether (AGE), ou d'homopolym6re ou 
de copolymere d'oxazoline ou de derives de Toxazoline ; 

- les copolymdres non-themiosensibles du type copolymere sequence 
irr6gulier et presentant le long de leur squelette une altemance de segments de 
type polyoxy6thyl§ne et de segments de type polyoxypropylene. ou une 
altemance de segments de type polyoxy6thyl6ne et de segments de type 
polyoxybutylSne ou une altemance de segments de polyethylene et de 
segments de type polydther plus hydrophobes que le polyoxy6thyl6ne ; 

. les copolym6res du type copolymere bloc s6quenc6 in^egulier et 
pr6sentant le long de leur squelette une altemance de segments de type 
acrylamide, acide acrylique, acryloylamino6thanol ou dim6thylacrylamide d'une 
part, et de segments de type (N,N)-dimethylacrylamide (DMA), ou du type 
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copolym^re de DMA et d'allylglycidylether (AGE), ou d'homopolymdre ou de 
copolymdre d'oxazoline ou de d^riv^s de I'oxazoline ; 

- les polymdres du type polym6re en peigne irr^gulier dont le squelette 
est de type polymdre d'agarose. d'acrylamide, d'acrylamlde substitu6. d'aclde 
acrylique. d'acryloylamino6thanol. de dim6thylacrylamide (DMA), 
d'allylglycidylether (AGE), de copolym6re statistique de DMA et d'AGE. 
d'oxazoline de d6riv6s de I'oxazoline. de dextrane, de m6thylcellulose, 
d'hydroyethylceliulose. de celluloses modifiees. de polysaccharides, d'ether- 
oxydes, et au niveau duquel sont greff6s des segments Iat6raux de type 
polym^re d'agarose, d'acrylamide, d'acrylamide substitu6. d'acide acrylique. 
d'acryloylamino6thanol, de dim6thylacrylamide (DMA), d'allylglycidylether 
(AGE), de copolym6re statistique de DMA et d'AGE, d'oxazoline de d6riv6s de 
I'oxazoline. de dextrane, de m6thylcelIulose, d'hydroyethylceliulose. de 
celluloses modifiees, de polysaccharides, d'6ther-oxydes 

- les copolymdres du type copolymere en peigne in^ulier dont le 
squelette est de type polym6re d'acrylamide. d'acrylamide substitue, d'acide 
acrylique, d'acryloylamlno6thanol, de dim6thylacry1amide (DMA), 
d'allylglycidylether (AGE), de copolymere statistique de DMA et d'AGE. 
d'oxazoline, de d6riv6s de I'oxazoline, de dextrane. d'agarose. de 
m6thylcellulose, d'hydroyethylceliulose, de celluloses modifiees, de 
polysaccharides. d'6ther-oxydes. et est porteur de segments lateraux 
hydrophobes e courtes chaTnes tels que des chaTnes alkyles. des d6riv6s 
aromatiques, des fluoroalkyles, des silanes, des fluorosilanes. 

16. Utilisation d'un milieu selon I'une des revendicatlons 1^15, pour la 
separation, la purification, la filtration ou I'analyse d'especes choisies pamii des 
especes moieculalres ou macromoieculaires, des macromol6cules biologiques 
de type acides nucieiques, leurs analogues de synthese. les proteines, les 
polypeptides, les glycopeptides et les polysaccharides, des molecules 
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organiques. des macromol6cules synth6tiques ou des particules telles que des 
particules min6rales, de latex, des cellules ou des organelles. 

17. Utilisation selon la revendication 16 ou utilisation d'un nnilieu selon 
5 rune des revendications 1 15 dans un canal dont une dimension au molns 

est de dimension submillimdtrique. 

18. Utilisation selon la revendication 16 ou 17 ou utilisation d'un milieu 
selon Tune des revendications 1 d 15 pour les s6parations 6lectrocin6tiques, 

10 

19. Utilisation selon Tune des revendications 16 d 18 ou utilisation d'un 
milieu selon Tune des revendications 1 15 pour les applications de diagnostic, 
de genotypage. et de criblage ^ haut debit, de controle de quality, ou pour la 
d6tection de presence d'organismes g6netiquement modifi6s dans un produit. 

15 

20. Proc6d6 pour la separation, I'analyse et/ou T identification d'especes 
contenues dans un 6chantillon, caract6ris6 en ce qu'il comprend 

a/ le remplissage du canal d'un appareil de s6paration avec un milieu de 
separation selon I'une des revendications 1 d 15, 
20 b/ rintn^duction d une extr6mit6 dudit canal dudit echantillon contenant 

lesdites espdces, 

qI r application d'un champ externe destine ^ mouvoir certaines esp§ces 
contenues dans I'dchantillon, et 

d/ la recuperation desdites especes ou la detection de leur passage a un 
25 endroit le long du canal, distinct du point d'introduction de r6chantillon. 
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